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RESUMEN: El cultivo de papa (Solanum tuberosum L.) se ve afectado por diferentes virus que reducen su
rendimiento y la calidad del tubérculo-semilla. Determinar la distribución y la variabilidad genética de dichos
patógenos, es fundamental para los programas de manejo integrado y mejoramiento genético. En este trabajo
se evaluó la presencia y la variabilidad molecular de aislados de PVX en cultivos de papa de los departamentos
de Antioquia, Cundinamarca, Boyacá y Nariño (Colombia). La evaluación de presencia se realizó mediante
pruebas de ELISA, mientras que el análisis de variabilidad incluyó la secuenciación de una región parcial de
la cápsida viral en 14 aislamientos y de porciones de los genes codificantes para las proteínas RdRp y Tgb1
para dos aislamientos. Los resultados indicaron la presencia del PVX en los cuatro departamentos con un
índice de detección promedio del 8%, siendo Nariño la región con mayores niveles de detección (15%). Los
análisis moleculares indicaron que la mayoría de aislamientos Colombianos se asociaron con cepas de Eurasia
(Grupo I), mientras que dos aislamientos de Nariño lo hicieron con el grupo de cepas Andinas y del Reino
Unido (Grupo II). La información generada en este trabajo permitirá apoyar los programas de certificación de
semilla y mejoramiento genético de papa en Colombia.
Palabras clave: Alphaflexiviridae, ELISA, RT-PCR, Solanum tuberosum, variabilidad genética.
Detection and molecular characterization of Potato virus X (PVX) in potato-growing regions of
Colombia
ABSTRACT: The potato (Solanum tuberosum L.) crop is strongly affected by different viruses that reduce
yield and the quality of seed tubers. Knowledge of distribution and genetic variability of these pathogens is
essential to support integrated pest management and breeding programs. In this research, the presence and
molecular variability of PVX in potato crops was evaluated from the Colombian provinces of Antioquia,
Cundinamarca, Boyacá and Nariño. The detection of this virus was performed by ELISA, while the variability
was analyzed by sequencing a part of the viral capsid in 14 isolates as well as portions of genes codifying for
proteins RdRp and Tgb1 for two isolates. Results indicated the presence of PVX in the four provinces with
an average detection of 8%; although, in Nariño, PVX presence reached 15%. Molecular analysis indicated
that most PVX Colombian isolates were associated with strains from Eurasia (Group I), while two isolates
from Nariño grouped with Andean and some United Kingdom’s strains (Group II). The information generated
in this work will support programs of seed potato certification and breeding in Colombia.
Key words: Alphaflexiviridae, ELISA, genetic variability, RT-PCR, Solanum tuberosum.
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INTRODUCCIÓN
El cultivo de la papa (Solanum tuberosum L.) repre-
senta uno de los renglones agrícolas de mayor impor-
tancia en Colombia, alcanzando cerca de 162.000 ha,
un rendimiento promedio de 16,8 t.ha-1 y una produc-
ción anual que supera 2.721.396t. Este cultivo es afec-
tado por diversas plagas y enfermedades, entre las
que se destacan las polillas de los tubérculos (Tecia
solanivora Povolny), el tizón tardío (Phytophthora
infestans (Mont) de Bary) y diversas patologías de ori-
gen viral que incluyen Potato virus Y (PVY), Potato
leafroll virus (PLRV), Potato yellow vein virus (PYVV) y
Potato virus X (PVX). Diferentes trabajos indican que
los problemas virales reducen los rendimientos y la
calidad del tubérculo semilla en cultivos de papa de
todo el mundo, razón por la cual su manejo debe cons-
tituir parte fundamental de los programas de manejo
fitosanitario en este cultivo (1).
El PVX pertenece al género Potexvirus, familia
Alphaflexiviridae (2) y su  genoma está compuesto por
una sola hebra de ARN con polaridad positiva de aproxi-
madamente 6,4 kb. Su genoma codifica para al menos
cinco marcos de lectura abiertos (ORFs) dentro de los
que se encuentran la Replicasa viral (RdRp), proteínas
de movimiento ubicadas en el Triple bloque de genes
(Tgb) y la cápsida viral (CP). En su extremo 5' se ubi-
ca una caperuza de metil-guanosina y su extremo 3'
es poliadenilado (3).
El PVX representa uno de los virus más prevalentes
y que generan más pérdidas en los cultivos de papa a
nivel mundial, generalmente en el rango de 5 a 20%.
Este virus causa síntomas suaves, aunque también
puede inducir mosaicos severos dependiendo del
genotipo del hospedante, la raza viral y de las infeccio-
nes mixtas con otros virus, especialmente con potyvirus
(4,5). En Colombia, el virus se ha informado afectando
a los cultivos de papa en las diferentes zonas produc-
toras del país, encontrándose en la mayoría de los
casos, asociado a virus como PVY, PVS, PLRV y
PYVV, siendo la interacción PVY, PVX y PLRV cau-
sante de una reducción de hasta un 61% en el rendi-
miento de algunas variedades nacionales (6).
Recientemente, se evaluó la presencia de virus en
muestras de un grupo de 581 accesiones de papa de
la Colección Central Colombiana y se encontró que el
PVX estaba presente en el 13,9% de las accesiones
(7). Estudios de incidencia en Colombia acoplados a
análisis de rendimiento en el cultivo, demostraron que
los rendimientos se reducen entre 3% y 50% depen-
diendo de la carga viral de los materiales debido a la
sucesiva siembra de semilla contaminada, las condi-
ciones climáticas y la capacidad de respuesta de las
variedades a la infección viral (8).
Por su parte, análisis patogénicos en cultivares di-
ferenciales de papa y tabaco portadores de los genes
de resistencia Nb y Nx, determinaron la ocurrencia de
al menos cuatro razas de PVX. La raza 1, no sobrepa-
sa la resistencia conferida por ninguno de los genes;
la raza 2, sólo el gen Nx; la raza 3, el gen Nb; y la raza
4, ambos genes (9). El aislamiento andino HB puede
sobrepasar los dos genes y otro gen de extrema resis-
tencia (gen Rx) (4). La proteína de la cápsida viral, es
la responsable de elicitar los genes Rx y Nx, mientras
que la proteína de movimiento 25 kDa elicita el gen de
resistencia Nb (4,5).
Estudios de variabilidad genética, basados en se-
cuencias tanto de genomas completos como de se-
cuencias parciales de la cápsida viral de aislamientos
de PVX de diferentes continentes, determinaron que
las cepas de este virus se ubican en dos grupos que
presentan una divergencia promedio del 19% en sus
secuencias y que aparentemente representan dos orí-
genes geográficos diferentes: Eurasia (Grupo I) y Amé-
ricas (Grupo II) (4,9). Sin embargo, algunos aislamien-
tos americanos se han ubicado en el Grupo I y otros
europeos en el II, lo cual evidencia introducciones como
resultado del movimiento de material vegetal infectado
entre dichas regiones (4).
El presente trabajo se realizó con el fin de determi-
nar la presencia del virus PVX en cultivos de papa de
cuatro departamentos de Colombia, así como la ca-
racterización molecular de los aislamientos virales cir-
culantes, como herramientas de apoyo a los progra-
mas de certificación de semilla, mejoramiento genético
y detección temprana de los virus asociados a este
cultivo en Colombia.
MATERIALES Y MÉTODOS
Evaluación de la presencia de PVX
Para esta evaluación se realizaron muestreos
aleatorios en ocho cultivos de papa de diferentes varie-
dades, ubicados de diez zonas productoras ubicadas
en cuatro Departamentos de Colombia: Antioquia (zona
1: Oriente [La Unión, Sonsón], zona 2: Oriente cerca-
no [Santuario, Marinilla, Carmen de Víboral], zona 3:
Norte Antioqueño [Santa Rosa de Osos, Don Matías]),
tres zonas en Cundinamarca (zona 4: Zipaquirá, zona
5: Villa Pinzón, zona 6: Occidente [Madrid, Cota]), dos
zonas en Boyacá (zona 7: Turmeque, Ventaquemada,
zona 8: Tunja, Siachoque) y dos zonas en Nariño (zona
9: Pasto, zona 10: Ipiales).
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En cada cultivo se realizó una colección aleatoria
de cuatro muestras conformadas por dos foliolos jó-
venes, para generar una muestra compuesta (bulk).
Se colectaron un total de 320 muestras (4 muestras
x 8 cultivos x 10 zonas) y estas se evaluaron para la
detección de PVX mediante pruebas de ELISA-DAS
(10), utilizando anticuerpos policlonales de la compa-
ñía Agdia (Indiana, EEUU), siguiendo las instruccio-
nes del fabricante. Los resultados colorimétricos fue-
ron cuantificados en un equipo Multiscan (Labsystem,
Finlandia), incluyendo en cada prueba un control po-
sitivo (suministrado en forma liofilizada) y un control
negativo del kit. Los pozos fueron considerados con
reacción positiva cuando la lectura de absorbancia a
405nm presentó un valor mínimo del doble de la lec-
tura obtenida en el control negativo, siguiendo el cri-
terio de Matthews (11).
Los resultados de la presencia viral se analizaron a
través de un modelo lineal generalizado aleatorio con-
siderando una distribución binomial para la variable pre-
sencia y utilizando una función de ligamiento logit. Los
efectos aleatorios fueron: departamentos, zonas y cul-
tivos dentro de zonas. Para el análisis estadístico se
utilizó el procedimiento GLIMMIX del programa esta-
dístico SAS versión 9.2.
Variabilidad genética de aislamientos de PVX
RT-PCR y secuenciación de ácidos nucleicos
El ARN molde necesario para la técnica de RT-PCR
se obtuvo mediante RNeasy plant mini kit (Qiagen,
EEUU) a partir de extracciones de ARN total de folíolos
de papa que fueron positivos mediante el ELISA-DAS.
Para este procedimiento se maceraron 100mg de teji-
do foliar, utilizando 450µL de buffer RLT suministrado
en el juego de reactivos y 4,5µL de -mercaptoetanol,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las reac-
ciones de RT-PCR se realizaron en dos pasos con los
cebadores PVXF (5'-TAG CAC AAC ACA GGC CAC
AG-3') y PVXR (5'-GGC AGC ATT CAT TTC AGC TTC-
3') dirigidos a las posiciones del genoma 5664-5683 y
6225-6205, respectivamente (12). Las reacciones de
Retrotranscripción se realizaron con la enzima M-MuLV
Transcriptasa Reversa (20U/µl) (Fermentas, Lituania)
a 37°C por 60 min y el programa de PCR consistió en
95°C por 30s, seguido de 40 ciclos de 95°C por 30s,
53°C por 45s, 72°C por 1 min y una extensión final a
72°C por 5min. Los amplicones del tamaño esperado
fueron purificados directamente del gel, mediante el kit
QIAquick Gel Extraction (Qiagen) y secuenciados en
un secuenciador ABI Prism 3730xl (PE Applied
Biosystems).
Las secuencias obtenidas con cada cebador fue-
ron editadas mediante el software BioEdit versión 6.0.6
(13), construyéndose secuencias consenso y confir-
mándose su identidad  por comparación con secuen-
cias disponibles en las bases de datos moleculares
del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). El análisis de
agrupamiento incluyó las secuencias obtenidas en el
estudio y aquellas depositadas en el GenBank repre-
sentando las variantes principales de PVX. Para esto
se alinearon las secuencias mediante el software
Clustal W (14) y la variabilidad genética de los aisla-
mientos fue determinada haciendo uso del software
Mega 4.0 (15) mediante la metodología Máxima Parsi-
monia. El soporte de la topología interna de los
dendrogramas fue determinado por análisis de bootstrap
con 1000 remuestreos (16).
Secuencias parciales del genoma de PVX
Con el fin de obtener un mayor nivel de información
sobre las características del genoma del virus bajo
estudio, adicionalmente seis pares de cebadores se
evaluaron (Tabla 1) dirigidos a diferentes regiones del
genoma viral de PVX (17). Para esto se seleccionaron
dos aislamientos de  PVX del Oriente cercano de
Antioquia (Carmen de Víboral y La Ceja, selecciona-
dos por la disponibilidad de material vegetal infectado)
y se siguieron los procedimientos de extracción de
ARN, RT-PCR y secuenciación descritos anteriormen-
te. Para realizar el ensamblaje de los genomas parcia-
les, las secuencias se editaron mediante el programa
Chromas lite (18), generándose los consensos usan-
do el programa Bioedit. Posteriormente, se verificó el
marco de lectura correcto utilizando el servidor de
Expasy (http://expasy.org/) y se procedió a su alinea-
miento con respecto al genoma completo de PVX (cepa
Tula de Rusia) (EU021215). Las regiones alineadas
fueron seleccionadas para evaluar sus niveles de iden-
tidad en nucleótidos (nt) y aminoácidos (aa) con la
herramienta de matriz de identidad del programa
Bioedit. Con las secuencias disponibles para cada ais-
lamiento, se generó un ensamble en contigs mediante
ContigExpress del software vector NTI (versión 11.0,
Invitrogen).
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Evaluación de la presencia de PVX
Los resultados de los análisis serológicos indica-
ron la presencia del virus PVX en los cuatro departa-
mentos evaluados con un promedio del 8%, siendo los
cultivos de papa de Nariño los que presentaron los
mayores índices de detección (15%), seguidos por
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Antioquia, Boyacá y Cundinamarca, para los que se
obtuvieron índices del 8, 6 y 5%, respectivamente (Fig.
1A). Pasto y Oriente Cercano de Antioquia fueron en
su orden las zonas con mayor presencia del virus (29
y 26%). Las demás zonas no presentaron valores su-
periores al 10% (Fig. 1B). Estos resultados enfatizan
la importancia de perfeccionar los programas de certi-
ficación de semilla, pues a pesar que se encontraron
niveles moderados, su efecto sinérgico con otros virus
de papa como PVY y PLRV, puede conducir a gran-
des pérdidas en el rendimiento (19, 20, 21, 22).
Variabilidad genética de aislamientos de PVX
Las pruebas de RT-PCR produjeron los amplicones
del tamaño esperado (~562 pb) con los cebadores
PVXF y PVXR (Fig. 2). El análisis y comparación de
las 14 secuencias obtenidas para los aislados Colom-
bianos y 29 de referencia obtenidas del GenBank, re-
presentando diferentes razas y orígenes geográficos,
indicó niveles de identidad para la región estudiada
superiores al 77%; presentándose un grupo de 11 ais-
lamientos colombianos que compartieron niveles su-
periores al 94% entre ellas y con el conjunto general
de los aislamientos de referencia utilizados en el aná-
lisis (Grupo I) (Fig. 3).
Los aislamientos Colombianos (HQ396166,
HQ396169 y HQ396173), de Perú (AF172259, Z29334)
y Bolivia (X72214, Z23256), presentaron identidades
menores con respecto al grupo principal, variando des-
de 78% al 87% y entre ellos del 80% al 97% (Grupo II)
(Fig. 3). El nivel de identidad de la secuencia de refe-
rencia utilizada como grupo externo Cymbidium mosaic
virus (CyMV, Potexvirus) (AB541573) con relación a
los aislamientos de PVX fue inferior al 48%.
Adicionalmente, el primer grupo contiene el aislamien-
to HQ396169, que difiere notablemente en su secuen-
cia de la cápsida viral con respecto al conjunto de ce-
pas del Grupo I, presentando una identidad con estas
cercana al 87%.
Estos resultados muestran que las poblaciones de
PVX en el cultivo de la papa presentan una variabilidad
relativamente baja dentro de sus grupos, pero con dos
variantes genotípicas claramente diferenciables me-
diante el análisis de secuencias.
Estudios globales de este virus han revelado la ocu-
rrencia de dos posibles orígenes geográficos del pató-
geno: Eurasia y América y al menos cuatro grupos de
razas del virus que pueden coinfectar paralelamente
una planta (3, 4, 9). En el Grupo I del árbol presentado
en este trabajo (Fig. 3), se encuentran asociados dife-
rentes aislamientos de distintos orígenes geográficos
que representan a su vez tres de las cuatro razas (1, 3
y 4), mientras que representantes de la raza 2 ocupa-
ron principalmente el Grupo II.
A pesar de que la definición original de razas de
PVX no dependía de diferencias en el genoma, sino
de su reacción en plantas diferenciales, existe una
relación entre las secuevariedades y las razas, por
cuanto la cápsida del virus es la responsable de elicitar
los genes de resistencia al virus y es de esperar que
variaciones en su secuencia afectarán dicho proceso
de reconocimiento por parte de los hospedantes. Es
por esto que la distribución de los aislamientos Co-
lombianos de PVX a lo largo del dendrograma y su
asociación con aislamientos representativos de las
cuatro razas del virus (razas 1 y 3 de Eurasia; razas
2 y 4 Americanas), plantea importantes implicaciones
epidemiológicas en cuanto a la necesidad de restrin-
gir el movimiento de tubérculo semilla en el país y a
la búsqueda de fuentes de resistencia que abarquen
la amplitud del rango de variación que presenta este
virus en los cultivos de papa de las diferentes regio-
nes de Colombia. Adicionalmente a dicha situación,
hasta el momento se desconoce en el país la presen-
cia  y los niveles de incidencia de virus informados en
otros países andinos y de Centro América como PVM,
PAMV, AMV, APMV, PVT, APLV, que putativamente
TABLA 1. Cebadores empleados para las reacciones de RT-PCR realizadas en el estudio de caracterización parcial del 
genoma de PVX para dos aislamientos del departamento de Antioquia (Colombia) (17)./ Primers for RT-PCR reactions 
used for partial genome characterization of two PVX isolates from the province of Antioquia (Colombia) (17) 
 
Cebador Secuencia Posición del genoma (nt) 
PVX1F 5´-GAA AAC TAA ACC ATA CAC CAA CAA C-3´ 1 a 25 
PVX1651R 5´-CGC GTT TRG CTT TCT TTR CRG-3´ 1651 a 1672 
PVX3130F 5´GTS GAG AAT GAG GAG TC-3´ 3130 a 3146 
PVX4495R 5´-CCT AAA CTT TTC AAA CTA NTG ATG AG-3´ 4495 a 4520 
PVX5476F 5´CAA TCA TAG CAG TMA TTA G-3´ 5476 a 5494 
PVX5415R 5´-ATT TAT ATT CAT ACA ATC-3´ 6415 a 6435 
 




























































































podrían interactuar con las diferentes variantes de-
tectadas de PVX, lo que requiere ser investigado con
celeridad (23, 24).
El análisis de las secuencias parciales de los dos
aislamientos de PVX provenientes de Antioquia (Car-
men y Ceja) para las regiones de RdRp-3', Tgb-3' y CP,
reveló identidades superiores al 95% frente a siete se-
cuencias de referencia de aislamientos de Eurasia, y
en algunos casos del 100% para aminoácidos. Las
secuencias del aislamiento La Ceja corresponden a
las siguientes accesiones: RdRp parcial y Tgb1 par-
cial (HQ433256), cápsida viral (HQ433257). Las se-
FIGURA 1. Evaluación de la presencia de PVX mediante pruebas de ELISA en cultivos de papa de cuatro departamentos de
Colombia (A) y diez zonas de producción (B). Las líneas dentro de las barras indican los límites de confianza de 95%./
Presence of PVX using ELISA tests in potato crops from four Colombian provinces (A) and ten production regions (B).
Lines within bars are showing confidence intervals (95%).
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cuencias del aislamiento Carmen corresponden a las
siguientes accesiones del GenBank: RdRp parcial 3'
(HQ433258), cápsida viral (HQ433255). Tanto este aná-
lisis como el de variabilidad de los aislamientos co-
lombianos, permite aumentar la disponibilidad de se-
cuencias del virus PVX en las bases de datos
moleculares, lo que a su vez facilita que se incluyan
nuestras variantes en programas de certificación de
semil la de otras lati tudes y de desarrol lo de
metodologías de diagnóstico de patógenos virales.
Los niveles de variabilidad genética que presenta el
PVX en Colombia, informados en este estudio, plan-
tean la necesidad de incluir la evaluación de diferentes
genotipos virales en los programas de mejoramiento
genético de variedades de papa y de manejo integrado
de enfermedades virales que se realizan en el país a
fin de fortalecer los mismos
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FIGURA 2. (A). Amplicones obtenidos con los cebadores PVXF y PVXR (562 pb) a partir de tejido foliar en plantas de
papa de cuatro departamentos de Colombia. 1: Marcador de 100pb (Fermentas), 1 a 8: amplicones no específicos para
PVX; 9 a 11: amplicones específicos para PVX, 12: control negativo. (B). Amplicones obtenidos con los cebadores
PVX5476F-PVXR (749 pb) 1: Marcador de 100pb (Fermentas), 5 a 7: PVX5476F-PVXR (749 pb), 8 a 10: PVX1F-PVX1651R
(1651 pb), 11 a 13: PVX3130-PVX4495 (1365 pb), 14 a 16: PVX5476F-PVX6415R (939 pb)./ PCR fragments obtained with
primers PVXF and PVXR (562 pb) from potato foliar tissue of plants from four Colombian provinces. 1: 100pb DNA
ladder (Fermentas), 1 to 8: non-specific PCR products for PVX; 9 to 11: specific PCR products for PVX, 12: negative
control. (B). PCR bands obtained with primers PVX5476F-PVXR (749 pb) 1: 100pb DNA ladder (Fermentas), 5 to 7:
PVX5476F-PVXR (749 pb), 8 to 10: PVX1F-PVX1651R (1651 pb), 11 to 13: PVX3130-PVX4495 (1365 pb), 14 to 16:
PVX5476F-PVX6415R (939 pb).
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